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Разработана методика рентгеноспектрального электронно-зондового микроанализа (РСМА) 
натрия и кальция в отолитах байкальского омуля. Изучена устойчивость отолитов под действи­
ем электронного зонда. Оптимальные условия возбуждения и регистрации рентгеновского из­
лучения Са и Na в отолитах выбраны с учетом полученных закономерностей изменения интен­
сивности от плотности потока электронов. Установлено, что количественное определение соста­
ва отолитов методом РСМА возможно при поверхностной плотности потока электронов не пре­
вышающей 2,8 мкВт/мкм2. Оценены метрологические характеристики методики: относительное 
стандартное отклонение для натрия 0,013%, для кальция 0,74 %, доверительные интервалы 
соответственно 0,01 и 0,53%, а пределы обнаружения -  0,09 и 0,07 %. На рентгеноспектральном 
электронно-зондовом микроанализаторе Jeol Superprobe-733 по разработанной методике изу­
чено распределение и определено содержание натрия и кальция в отолитах байкальского ому­
ля. Полученные результаты соответствуют II категории анализа.
Отолиты (ушные камни) позвоночных явля­
ются составной частью органов равновесия внут­
реннего уха. Они представляют собой карбонат­
ные структуры, преимущественно в форме ара­
гонита, с небольшим содержанием белкового 
матрикса [ 1 ]. В ихтиологии эти структуры благо­
даря чередованию оптически различимых сезон­
ных приростов (сходных с годовыми кольцами де­
ревьев) широко используются для определения 
возраста рыб. В последнее десятилетие разраба­
тываются методы элементного анализа отоли­
тов. в том числе и способы изучения распределе­
ния в них химических элементов. Широкое изу­
чение отолитов определяется возможностью ре­
конструкции по ним тех событий в окружающей 
среде, вследствие которых происходят измене­
ния химического состава соответствующего при­
роста. Определение состава центра отолита, ха­
рактеризующего раннюю стадию жизни рыбы, 
и его края, соответствующего поздней стадии 
развития, может дать доступ к хронологической 
информации, хранящейся в отолитах рыб [2].
В связи с вышесказанным исключительно 
важно знать химический состав отдельных час­
тей отолита, который можно определить методом 
рентгеноспектрального электронно-зондового 
микроанализа (РСМА). Широкому применению 
РСМА при изучении биологических объектов пре-
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пятствуют изменение состояния образца под 
действием электронного зонда и высокие преде­
лы обнаружения некоторых элементов, интере­
сующих исследователей.
Цель настоящей работы -  разработка методи­
ки определения концентраций натрия и кальция 
и изучения однородности распределения этих 
элементов в отолитах байкальского омуля мето­
дом РСМА.
П одгот оѳка образцов к анализу вследствие 
хрупкости отолитов требует особой тщательнос­
ти и осторожности. Изучаемой поверхностью об­
разцы наклеивали на липкую ленту. Для закреп­
ления в нужном положении наклеенные отоли­
ты осторожно заливали небольшим количеством 
эпоксидной смолы, а после ее затвердевания до­
бавляли эпоксидную смолу до придания образцу 
формы, удобной для дальнейшей обработки. З а ­
крепленные в эпоксидной смоле отолиты обра­
батывали на алмазных пастах до получения 
зеркально-полированной поверхности. Для обес­
печения стока электронов, падающих на образец, 
на поверхность напыляли в вакууме пленку из уг­
лерода, толщина которой20-30 мкм определялась 
способом, основанным на наблюдении цветов ин­
терференции полированной медной поверхности.
О пт имальные условия возбуж дения и ре- 
гист рации  интенсивности рентгеновского излу­
чения подбирали, чтобы исключить искажение 
аналитического сигнала из-за разрушения об­
разца во время бомбардировки его электронами. 
С этой целью изучали устойчивость отолитов к 
воздействию электронного пучка. В произвольно 
выбранных точках отолита при разных условиях 
возбуждения в течение одной минуты проводи­
ли измерения скорости счета наиболее интен­
сивного Ка -излучения кальция. Время измере­
ния менялось от 2 до 10 с и, соответственно, чис­
ло измерений от 6 до 30. Зависимости относи­
тельных интенсивностей от времени действия 
электронного пучка на образец, полученные при 
разных поверхностных плотностях потока элект­
ронов, приведены на рис. 1. Визуально заметно, 
что интенсивность не изменяется в течение 30 с 
лишь при поверхностных плотностях потока элек­
тронов не превышающих 2.5 мкВт/мкм2.
Время, с
Рис.1. Изменение отногсительной интенсивности Ка -линии кальция в зависимости от времени 
измерения и плотности потока возбуедающих электронов, мкВт/мкм2: 1 -  191,00; 2 -  3,82; 3 -  2,54;
4 -  2,86; 5 -  3,06
Количественно устойчивость образцов оцени­
вали по критерию, приведенному в работах [3,4]. 
Образец устойчив, если относительное стандар­
тное отклонение Sc=V(I(Nl-Ncp)/(n -1)) для п изме­
ренных значений скорости счета (N,) і-го элемен­
та  с концентрацией не менее нескольких массо­
вых процентов меньше стандартного отклонения
за счет статистики счета (oc=vfNcp) при среднем 
значении скорости счета N =(2N,)/n. В табл. 1 
приведены результаты оценки устойчивости ото­
литов для точек с максимальным изменением 
интенсивности рентгеновского излучения Ка­
линин кальция.
Таблица 1
Характеристика устойчивости отолитов
Условия измерения сигнала
Общее время измерения, с
20 30 40 50 60
Sc Ос Sc Ос Sc Ос Sc °6 S6 ot
d„ мкм m о * го і, нА Р, мкВт/мкм2
20 15 15 0,72 14,3 60,7 25,8 59,9 40,3 60,2 59,1 62,8 61,7 62,9
10 15 9 1,72 15,3 61,3 24,6 62,0 38,9 61,7 58,9 62,4 62,0 61,9
10 15 10 1,91 18,5 63,2 27,4 62,7 43,1 62,9 61,6 63,0 64,4 63,1
10 15 13 2,48 18,8 62,7 28,3 62,8 42,5 62,3 61,3 62,4 64,9 63,9
10 20 10 2,54 19,3 62,9 29,6 63,0 45,2 62,8 62,6 62,9 65,0 63,6
10 15 14 2,68 19,8 61,8 30,6 62,9 51,3 63,1 63,8 63,3 68,0 63,6
10 15 14,5 2,77 20,4 63,7 35,8 63,1 62,1 63,8 67,2 63,1 70,3 63,9
10 15 15 2,87 19,0 63,4 53,4 63,6 66,3 64,1 66,0 63,9 77,9 64,1
10 15 16 3,06 62,7 62,6 63,6 62,1 67,8 63,3 75,8 63,5 84,3 63,7
10 15 20 3,82 63,0 62,4 79,3 62,7 80,7 62,9 88,0 63,1 84,8 63,2
1 15 10 191,1 198,7 68,0 215,6 67,1 204,0 68,3 226,1 68,9 218,6 67,9
Примечание: d, * диаметр зонда; Е0 -  ускоряющее напряжение;
Видно, что при бомбардировке отолита пучком 
электронов в течение одной минуты условие ус­
тойчивости образца не нарушается, если по­
верхностная плотность потока электронов 
меньше 1.7 мкВт/мкм2, что соответствует, в ча­
стности, ускоряющему напряжению 15 кВ, току 
зонда 15 нА и диаметру зонда 20 мкм. Тридцать 
секунд отолит устойчив к разрушению при по­
верхностной плотности потока электронов до 
28-2,9 мкВт/мкм2, которая соответствует деся­
тимикронному зонду при напряжении 15 кВ и 
токе зонда 15 нА. Таким образом, количествен­
ные определения натрия и кальция в отолитах 
следует проводить зондом, диаметр которого не 
менее 10 мкм. Однако изучение отолитов требует 
локальности на уровне микрона. Достичь этого 
можно за счет уменьшения диаметра зонда. На 
рис.2 графики распределения натрия показыва­
ют, что изменение содержания Na по приведен­
ному профилю практически не заметно при воз­
буждении излучения зондом, диаметр которого 
10 мкм (крив. 2), тогда как в случае одномикрон­
ного зонда четко видны границы областей с раз­
ной концентрацией натрия (крив.1). В случае 
десятимикронного зонда границы областей с 
разным содержанием Na размываются, а из-за
і -  ток зонда; Р -  поверхностная плотность потока электронов
их малых размеров различие в концентрациях 
оказывается практически незаметным. Таким 
образом, при изучении однородности распреде­
ления элементов в отолитах локальность, дости­
гаемая при возбуждении излучения десятимик­
ронным зондом, оказывается недостаточной. 
Уменьшение диаметра зонда до 1 мкм позволяет 
различить области с разной концентрацией, но 
при этом приводит за 10 с к увеличению содер­
жания натрия на 2 отн. % (рис. 2). Учитывая раз­
рушение отолита под действием пучка электро­
нов. сравниваемые профили выбирались на рас­
стоянии 7 мкм друг от друга. На рис. 3 приведе­
ны графики распределения по профилю К<х -из­
лучения натрия, возбужденного одномикронным 
зондом в течение разного времени. Можно ви­
деть, что вид распределения элемента практи­
чески не зависит от времени измерения (графи­
ки а, б, 8 и г, д, ё). Увеличение времени измере­
ния уменьшает статистический разброс (графи­
ки в и е) и усиливает искажение состава. Изме­
нение состояния отолита, в случае возбуждения 
излучения в нем одномикронным зондом в тече­
ние 5 с, приводит к искажению истинного содер­
жания кальция на 6 , а натрия на 2 отн.%. Полу­
чение истинного распределения элементов по
профилю требует не только правильного подбора 
диаметра зонда и времени регистрации излуче­
ния, но и учета искажения аналитического сиг­
нала за счет разрушения отолита.
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Рис. 2. Изменение содержания натрия в отолите вдоль линии сканирования при возбуждении излучения 
электронным зондом разного диаметра, мкм: 1 -  1; 2 -  10. Отмечены доверительные интервалы
При построении графиков распределения 
элементов и опредении истинных концентра­
ции кальция и натрия в каждой выявленной
области, вводили поправку на искажение ин­
тенсивности за счет изменения состояния об­
разца под действием электронов зонда.
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Рис. 3. Изменение относительной интенсивности СаК, - и Na К,, - излучении, возбужденных одномикронным зондом, при 
сканировании образца, в зависимости от времени регистрации, с: а, г -  2; б, д -  3; с, ѳ -  5
Разрушение образца особенно важно учиты­
вать при определении состава в случае, когда 
количество анализируемых элементов превы­
шает число аналитических каналов прибора, 
когда общее время бомбардировки образца 
электронным зондом более 30 с. В нашем слу­
чае управляю щ ая программа [5],которая учи­
тывает конструктивные возможности микро­
анализатора, составлена так, что электронный 
пучок при изменении углов регистрации излу­
чения перекрывается и электроны падают на 
отолит только непосредственно во время изме­
рения интенсивности. Это значительно сокра­
щает общее время воздействия электронного 
зонда на образец.
Метрологические характ ерист ики мето­
дики  определения концентраций натрия и каль­
ция оценены на рентгеноспектральном элект- 
ронно-зондовом м икроанализаторе Jeo l 
Superprobe-733. Воспроизводимость оценива­
лась по 10 измерениям в области отолита с неиз­
менной концентрацией. Относительное стандар­
тное отклонение для натрия составило 0,013 %, 
а для кальция 0,74 %, что ниже допустимых зна­
чений [6]. Доверительные интервалы для сред­
него значения при 95 % статистической досто­
верности оказались равными 0,01 % для натрия 
и 0,53 % для кальция. Пределы обнаружения эле­
ментов, рассчитанные по формуле, приведенной 
в работе [7], составили для натрия и кальция со­
ответственно 0,09 и 0,07 мае. %. Получаемые по 
предлагаемой методике результаты соответству­
ют II категории анализа [6 , 8].
Определение содерж ания нат рия и кал ь ­
ция в отолитах байкальского ом уля  прово­
дилось по разработанной методике. На рис.4 
приведено распределение натрия и кальция, по­
лученное по поперечному сечению отолита при 
измерении одномикронным зондом через каж­
дые 5 мкм в течение 5 с в каждой точке. Наблю­
даются значительные различия концентраций 
натрия и кальция в разных частях отолита.
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Рис. 4. Распределение натрия и кальция по поперечному сечению отолита. Отмечены доверительные
интервалы
В табл.2 приведено содержание элементов в 
отолитах. Минимальные и максимальные зна­
чения концентраций для каждой зоны, приве­
денные в табл. 2 , и доверительные интервалы на 
рис. 2 и рис. 4 подчеркивают значимость разли­
чий состава в обнаруженных зонах. Очевидно, 
что в центре отолита кальция меньше, чем в кра­
евой зоне. Что касается натрия, то его содержа­
ние в центре выше, чем в краевой зоне, и, кроме 
того, изменяется в краевой зоне от слоя к слою.
Таблица 2
Содержание натрия и кальция в отолитах байкальского омуля_______________________
Область исследования Содержание элементов (мас.%)
отолита Na Ca
I 1 0,272; 0,265; 0,280; 0,278; 0,279 0,275 34,70; 35,45; 35,73; 34,71; 35,47; 35,21
2 0,344; 0,358; 0,353; 0,348; 0,338; 0,348 37,11; 36,43; 36,91; 37,22; 36,64; 36,86
CNI П 1 0,212; 0,203; 0,221; 0,214; 0,209 0,212 32,79; 32,98; 33,19; 32,89; 33,25; 33,01
2 0,263; 0,259; 0,266; 0,271; 0,258; 0,263 35,22; 35,17; 35,30; 34,78; 34,96; 35,08
I 1 0,330; 0,316; 0,336; 0,329; 0,320; 0,326 34,83; 35,55; 35,14; 35,12; 34,75; 35,33
£ 2 0,400; 0,384; 0,390; 0,381; 0,393; 0,390 37,14; 37,53; 37,15; 37,21; 37,45; 37,30
II 1 0,232; 0,229; 0,241; 0,245; 0,240; 0,237 33,79; 33,86; 33,93; 33,95; 33,51; 33,81
2 0,313; 0,294; 0,303; 0,295; 0,312; 0,304 35,31; 35,47; 35,09; 35,50; 35,56; 35,39
I 1 0,306; 0,316; 0,312; 0,299; 0,307; 0,308 33,01; 32,80; 32,66; 33,12; 32,87; 32,89
$ 2 0,375; 0,374; 0,364; 0,355; 0,358; 0,365 33,33; 33,25; 34,10; 34,02; 33,14; 33,57CM II 1 0,253; 0,249; 0,241; 0,254; 0,250; 0,249 34,89; 34,18; 34,29; 33,99; 34,56; 34,38
2 0,312; 0,294; 0,305; 0,296; 0,310; 0,303 35,01; 34,74; 35,09; 34,55; 34,95; 34,87
Примечание: I -  центральная часть отолита; II -  краевая часть отолита; 1 -  области с минимальным содержанием элемента;
2 -  области с максимальным содержанием элемента.
Это, возможно, связано с тем, что более под- менениям физиологического состояния особи,
вижный натрий, сопровождает множество мета­
болических процессов в организме рыбы, а каль- Работа выполнена при поддержке РФФИ (про-
ций, являясь основным структурным элементом, екты № 01-05-97233-р2001байкал и № 01-05-
менее подвержен влиянию факторов среды и из- 97224-р2001 байкал).
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ELECTRON PROBE X-RAY MICROANALYSIS OF THE CALCIUM AND SODIUM IN THE OTOLITHS 
OF BAIKAL’S OMUL
L.A.Pavlova, S.M.Pavlov, P.N.Anoshko, M.LTyagun
The x-ray electron probe microanalysis (EPMA) technique is elaborated for the finding calcium and 
sodium in the otoliths of Baikal’s omul. The stability of otoliths during the electron probe action was 
studied. The change of element’s intensity in accordance with the beam power densities was chosen as 
the criterion to select optimum conditions for analysis of the elements. It is concluded that the beam power 
densities >2,8tuW/um~2 resulted in unacceptable levels of otholith damage. The metrological testing the 
elaborated technique was carried out. The relative standard deviation obtained for sodium is 0,013% and 
for calcium -  0,74 %, confidence intervals for sodium and calcium are respectively equal 0,01 and 
0,53 %, and thresholds of detectability are respectively equal 0,09 and 0,07 %. The Lake Baikal omul’s 
otoliths have been studied using the electron probe X-ray microanalyser “Superprobe-733”. The quality of 
all available results complies with the uapplied geochemistry” category of performance (category 2).
